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Be s c h r e i b u n g 

zu der Patentanmeldung 

Professor Peter P. Speiser 
Wassbergstrasse 26, 8127 Forch Schweiz 

betreffend 

Mikrokapseln im NanometergroBenbereich xmd Verfahren zu 
deren Herstellung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind neuartige in 
¥asser kolloidlosliche oder in hydrqjhdDari Medien suspendierbare 
Oder kolloidlosliche Kunststoffkapseln aus gut vertraglichem, 
polymerem Material, insbesondere aus Acrylamid- und N,N» -Methyl en- 
bis-acrylamid-Gel, bzw. aus Acrylsaure- und Acrylsauremethyl- 
ester-Gel, von submikroskopischer , vorwiegend mizellarer Gro- 
flenordnuiig, welche biologisch oder pharmakodynamisch aktives Ma- 
terial, insbesondere Proteine, Antigene, pharmakologisch oder 
therapeutische Wirkstoffe oder aber SGhadlingsbekampfungsmittel, 
Fertilizer, Farbstoffe, Farbbildner,- Klebstoff e und Katalysa- 
toren oder andere technische Wirkstoffe in eingeschlossener 
und/oder adsorbierter Form, enthalten, sowie ein Verfahren zu 
deren Herstellung \md ihrer Verwendung* " 

Die Herstellung und Vervendung der bekannten Mikrokapseln mit 
Durchmesser im Bereich von z, B. 0,1 - 1 mm, enthaltend 
flUssige Oder feste Stoffe fur medizinische und technische Ver- 
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wendung wie beispielsweise fUr die Applikation durch die Haut 
Oder Schleimhaut, zur Geschmacksmaskierung bitterer Medikainente , 
fur magensartre si stents Umhlillungen, zum Schutz von V/irkstoffen 
gegenuber Umgebxmgseinf lussen oder zur Einkapselung von Kleb- 
stoffen, welche durch Druck oder Tempera tur aktiviert warden 
konnen, fur die Herstellung von Applikationsf ormen von Schad- 
lingsbekampfxmgsmitteln^mit^ und fur die Verkapse- 

lung von Farbstoffenvsind gut^bekannt. Das V/andmaterial dieser 
Mikrokapseln besteht meistens aus polymerem, mehr oder weniger 
wasserunloslichem Material, etwa Gelatine oder synthetischen 
Polyme.ren. Die I4ikroverkapselung kann dabei als Aufbauiomhullung 
in rotierenden Kesseln, Tellern, Scheiben, Walzen usw. , sowie 
im V/irbelschichtbett oder durch Spriihkondensation erfolgen. Ein 
z.Zt. gebrauchliches Verfahren zur Herstellung von JVIikrokapseln 
ist die sog. "einfache" oder "komplexe" Koazervatlon (J.Phami. 
Sc., 1367 (1970), welche gewohnlich in 4 Verf ahrensschrif ten 

erfolgt: 

a) Herstellung einer Emulsion oder Suspension des einzukapseln- 
den Stoffes in einer geeigneten Tragerflussigkeit, welche be- 
reits das Wandmaterial gelost enthalt. 

b) Brzeugung des V/andmaterials in Form kleiner Tropfchen in die- 
ser Suspension oder Emulsion durch Phasentrennung oder Zugabe . 
einer weiteren Phase, wobei gegebenenfalls ein Dreiphasensystem 
gebildet wird. 

c) Umhullung der einzukapselnden Phase durch die bei b) ausge- 
schiednen Tropfchen aus Wandphasenmaterial. 

d) Verfestigung der zunSchst noch flUssigen Hulle. 

Wahrend des gesamten Prozesses mu6 geruhrt werden, um das 
Mehrphasensystem stabil zu halten. Die Bildung der Mikrokapseln 
erfolgt dabei in der Regel durch Koazervierung von Gelsystemen, 
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wie sie etwa In den schweizerischen Patentschrif ten Nr. 330*500 
und 373 '633, den deutschen Auslegeschrif ten Nr. 1»256M94 - 
1»256M96, den deutschen Patentschrif ten Nr. 1» 180* 347, 
1 •185*585 und 1*189 '050, den amerikanischen Patentschrif ten Nr. 
2*800*457, 2*800*458, 3M55'590 und 3M90'837, der britischen 
Patentschrif t Nr. 1*016*839", den belgischen Patentschriften Nr. 
699*324, 701*600 und 727*294 und der deutschen Off enlegungs- 
schrift Nr. 1*928*552 beschrieben ist. Die TeilchengroBe der 
nach die sen Verfahren hergestellten Mikrokapseln variiert zwi- 
schen einem I^Iinimum von einigen Mikrometern und mehreren 100 
Mikrometem xmd reicht bis zu mehreren Millimetern. 

Die Anwendung derartiger Mikrokapseln in der Medizin bei- 
spielsweise is-&^<lie orale, kutane, epitheleale und enterale 
Verabreichung beschrankt. Eine wesentliche Aufgabe der vorlie- 
gemdem Erfindung ist es nxan, diese Einschrankimg bei der medi- 
zinlschen Anvrendung zu beseitigen und darliberhinaus 6ine Kapsel- 
fonn zur VerfUgung zu stellen, die fur viele Anwendimgen wesent- 
liche Vorteile besitzt. 

Urn eine gefahrlose parenterale, inklusiv intravenose Ver- 
abreichimg von therapeutisch wirksamen Partikeln sicherzustellen, 
niu3 deren Teilchendurchmesser im Mikrometerbereich bis zu mehre- 
ren 100 Mikrometem auf wenige hundert Nanometer (10""^ Meter) 
reduziert werden. Das ist eine Verkleinerung vm das 100- bis 
10*000fache gegenliber den bekannten Kapseln. Es ist verstandlich, 
daS dazu ein grundsatzlich neues Verfahren erfimden und angewen- 
det werden muSte, damit Teilchen resultieren mit Durchmesser in 
der GroSenordnung kleiner als 200 Nanometer vorwiegend unter 80 nm. 

Polymerpartikel mit einem Durchmesser zwischen 10 Mikro- 
metem und 2 mm konhen durch Suspensionspolymerisation nach dem 
Verfahren der deutschen Patentschrif t Nr. 1 •081 •228 erhalten 
v/erden. 
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Die kleinsten bisher bekannten Kionststof fpartikel werden erhalten 
durch Emulsionspolymerisation, bei der das gewohnlich wasseruiir- 
losliche Monomere in wasseriger Phase emulgiert v/ird^ die eigent- 
liche Polymerisa-tion Jedoch nicht in den Monomerentropf chen, 
sondern in der wasserigen Phase erfolgt und bei welcher zvm 
Schlufi eine wasserige Dispersion von kugelformigen Polymerteil- 
chen (Late-teilchen) mit einem Durchmesser von etwa 100 bis 
mehreren 1 'ooo Nanometem vorliegen (Fikentscher et al, Ange- 
,wandte Chemie 22, Seiten 856-864 (1960); Harkins, Journal of 
Polymer Science, Vol. V, No. 2, Seiten 217-251 (1950) ). 

Weder die durch Suspensions- noch durch Emulsionspolymeri- 
sation erhaltenen Teilchen sind klein genug, urn in Wasser kolloid- 
loslich zu sein, wohingegen Idikrokapseln mizellarer GroBenordnung 
in Wasser eine stabile kolloide Losxong bilden konnen. 

Aufgrund der Lehre und Erkenntnisse der Emulsionspolymeri- 
.sation wurde nun die auf den mizellaren Bereich ausgerichtete 
neue Polymerisationsmethode entwickelt, die zu den erfindungs- 
gemaflen Mikrokapseln fuhrt, die aus einem polymeren Material, 
vorzugsweise aus einem hydrophilem Gel aus polymerisiertem 
Acrylamid, Acrylsaure und/oder deren Derivaten bestehen imd, einen 
Durchmesser im Nanometerbereich von 20 - 200 nm vorzugsweise un- 
ter 80 nm axifweisen und in V/asser kolloidal loslich sind ixnd 
Wirkstoffe in eingeschlossener und/oder adsorbierter Form ent- 
halten. Das Polymer besitzt vorzugsweise eine porose Struktur. 

dadurch 

Diese Mizellkapseln konnen^TRergestellt werden, daB wasser- 
losliche, poiymerisationsfahige Molektile und das einzuschlies- 
sende Material, z.B. der biologisch oder pharmakodynamisch ak- 
tive V/irkstoff zusammen in Wasser echt oder ziomindest kolloidal 
gelost werdn. Diese wasserige Losung wird in einer hydrophoben 
Fliissigkeit, die eine Phase bildet, in welcher die Kunststoff-. 
monomeren xmd die V/irkstoffe schwer- oder tmloslich sind, mit 
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Hilfe von grenzf ISchenaktiven Hilfsstoffen (Tenside) unter 
f^lifiren verteilt, so dass winzige Mizellen in der GrSBencrdnung 
von ca .20 - 200 Nanometer entstehen, die die polymerisations- 
fShigen Monomeren, die Wirkstoffe und eventuell weitere Hilfs- 
stoffe enthalten vaad nun in einem relativ groflen Voltunen der 
tiydrophoben Phase solubllisiert sind. Sie bilden, kleinste Re- 
aktionsraiame fiir die anzuschliefiende Polymerisation der Monomeren. 
Diese kann nach an sich bekannten Methoden eingeleitet werden, 
v/ie sie z.B. in der deutschen Patentschrif t Nr. 1 '081 '228 Oder in 
den amerikanischen Patent schriften Nr. 2 '880 '152 und 2 '880 '153 
beschfieben sind. Die Polymerisation ist dabei vorwiegend auf 
die Mizellarraume beschrSnkt, da die hydrophobe Hauptphase kein 
polymerisationsfahiges Material enthalt und auch eine Diffusion 
von Monomeren in land durch diese Phase weitgehend verhindert ist. 

Zur EinhUllung von nichtrwasserlSslichen Stoffen kann das 
System derart verandert v/erden, daB eine lipophile Phase mit dem 
gelosten Material und olloslichen Monomeren in einer hydrophilen 
Flussigkeit, meist Wasser, . solubllisiert werden. In diesem Falle 
ist die Diffusion von Monomeren durch die hydrophile Phase weit- 
gehend verhindert. 

Im Gegensatz zur Emulsionspolymerisation, bei v/elcher in den 
meisten Fallen wassemmlosliche Monomere in V/asser polymerisieren, 
und bei welcher die radikalhaltigen, polymerisierenden Reaktions- 
zentren anschwellen konnen-axif ein Vielfaches ihrer ursprting- 
lichen GrbBe - bedingt durch Diffusion von Monomeren aus deren 
Vorrat in den vorhandenen Emulsionstropfchen in die wachsenden 
Polymer-Monomer-Tg lichen (Latex-Teilchen) - ist die erf indvings- . 
gemaBe "Mizellpolymerisation" strikte auf die in den Mizellen 
enthaltenen Monomeren beschrSiikt. Die Partikel .bleiben daher 
extrem klein. Durch Variation von Monomeren und Vernetzungs- * 
mitteln, deren Konzentration, der Polymerisationsart und Kataly- 
satoren, dem Verhaltnis der hydrophoben zur wSsserigen Phase 
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und V/ahl der Tenside als Mizellbildner, kann innerhalb der 
Mizellen eine gesteuerte Vernetzung, ein variables Polymerge- 
rUst und damit eine Beeinflussung der spezifischen Einkapselung 
des aktiven Materials erzielt werden. 

Nach Beendigung der Polymerisation wird durch Entfemen 
Oder Einengen der axifieren Phase, z.B. durch Destination, Ultra- 
filtration Oder Zentrifugierung, der feste Ruckstand mit einem 
geeigneten Losungsmittel - im allgameinen mit einem wasserigen 
Alkohol, z.B, Methanol - verdtinnt, wobei die gebildeten Poly- 
merisatteilchen gewohnlich ausfallen und dann durch Filtrieren 
Oder Zentrifugieren von loslichen Begleitstoff en und vom Emulga- 
tor abgetrennt und gewonnen v/erden kann. 

Altemativ dazu kann nach Einstellen der auspolymerisierten 
Losung auf einen geeigneten Losungsmittelgehalt die entstandene 
Suspension auch direkt ultraf iltriert imd das Polymerisat iso- 
liert warden. Das erhaltene Produkt zeigt in beiden Fallen in, 
geeigneten Losungsmitteln v/ieder kolloidales Verhalten. Es be- 
steht, v^ie aus elektronenoptischen Bildern und Freigabeversuchen 
mit radloaktiv markiertem, einpolymerisiertem Gammaglobulin als 
Wlrkstoff hervorgeht, aus polymeren Kugelchen von weniger als 
200 nm, vorzugsv/eise unter 80 nm Durchmesser, in denen das ak- 
tive Material eingeschlossen und/oder adsorbiert ist. 

Das neue Verfahren zur Herstellung der Mikrokapseln im 
Nano.bereich, die biologisch Oder pharmakodynamisch aktive Oder 
technisch brauchbare Wirkstoffe eiithalten, ist erf indiangsgemaB 
durch nachfolgende Verf ahrensstuf en gekennzeichnetr 

1. Die grenzflachenaktiven Hilfsstoffe mit Smulgatorv/irkung, 

welche die Solubilisierung von v/asser und wasserigen Losungen 
Oder von lipophilem Material - gegebenenf alls in geeigneten 
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Losungsmittel - in^ einer hydrophoben Flussigkeit, bzw. in einer 
hydrophilen Fliissigkeit , ermoglichen, werden in der betref fen- 
den Fliissigkeit gelost, die die hydrophobe oder hydrophile auBe- 
re Phase 'bilden soil. 

2. Zu der erhaltenen Losiing wird imter Ruhren Wasser und das eih- 
zuschlieBende aktive Material^ bder die wasserige Losung des 
aktiven Materials bzw. das lipophile aktive Material hlnzuge- 
fugt und dann die Monomers des zu polymerisierenden Polymers 
eingetragen. Hierbei werdaifur die Ver\vendung in der Therapie 
Monomere verv/endet, die ein gutvertragliches Polymer ergeben. 
Als wasserlQsliche Monomere k63anen insbe sonde re Acrylamid und 
N,N«~Methylen-bis-acrylamid und als ollosliche Monomere, yor- 
zugsweise Acrylsaure + Acrylsauremethylester, vervendet werden. 
Gegebenenfalls kann in dieser Verfahrensstuf e auch so verfahren 
werden, da6 zunachst V/asiser imd Monomere allein in die hydro- 
phobe emiolgatorhaltige Fliissigkeit eingeruhrt wird, oder es 
w.erifeHipopliiles Losvmgsmittel und lipophile Monomere in die 
hydrophile emulgatorhaltige Flussigkeit eingetragen, worauf zu 
der erhalterien- Losvmg dann erst die konzentrierte, gegebenen- 
falls kolloide, v^asserige oder olige LSsung des einzuschlies- 
senden aktiven Materials hinzugefiigt wird. 

3o Die in den solubilisierten, wasserhaltigen, bzw. olhaltigen 
Mizellen gelosten Monomeren werden nun je nach anzuwendender 
Polymerisationstechnik- - in an sich bekannter V/eise polymeri- 
siert, wobei der Verlauf der Polymerisation durch Titration . 
des Monomerengehaltes verfolgt werden kann. 

4, Nach Beendigung der Polymerisation wird das erhaltene Polymeri- 
sat mit dem eingeschlossenen und adsorbierten, aktiven Material, 
gegebenenfalls nach Entf ernen des Kauptanteils der Fliissigkeit 
der auBeren, d.^j. kontinuierlichen Phase, z.B. durch Abdestil- 
lieren im Vakuum, 1 . durch Ultrafiltration Oder Zentrifugieren 
1, isollert, Durch Zusatz von geeigneteii 
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Losiongsmitteln, vorzugsweise mit wasserigem Alkohol, oder 
durch Aussalzen kannrdas Produkt auch ausgefallt werden* 

Es wurde f estgestellt, daB als Flussigkeit fur die hydropho- 
be Phase relativ kurzkettige n-Alkane am besten geeignet sind. 
Sie sirid praktisch wasseriinloslich, fur die Solubilisierung von . 
Wasser optimal una. stellen selbst kein Losungsmittel fur die ge- 
wahlten Monomeren und die in Frage kommenden biologisch aktiven, 
^Irics^oixl^wie Pharmaka oder das andere einzuschlielBende aktive 
Matei'iaj. aar. Sie sind auSerdem inert, ungiftig und leicht wie- 
der von dem erhaltenen Produkt zu entfernen* 

Besonders geeignet sind n-Alkane, welche im Vakuum einen 
Siedepunkt von weniger als O^C aufweisen; das sind vor allem 
n-Hexan und n-Keptan. 

Siedepunkt in bei: 

.10 Torr. 40 Torr. 100 Torr, 

15,8 
41 ,8 
51,6 

Es wurde ferner f estgestellt ,^ dafl die Kombination eines 
geeigneten nicht-ionogenen Emulgators mit einem ionogenen Emul- 
gator zu einer wesentlich besseren Solubilisierung der wasseri- 
gen Phase fuhrt. Mit Hilfe der Kombination kann eine wesentlich 
grofiere Menge Wasser mit geringerer Gesamtmenge an Emulgator in 
der organischen hydrophoben Phase solubilisiert werden. 

Als nicht-ionogene Emulgatoren haben sich die Fettalkohol- 
polyglykolather bewahrt, z.B. Polyathylenlaurylather mit durch- 
schnittlich 4 Aethylenoxid in der Kette, und als ionogener 
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Emulgator die Alkali salz-e von hoheren Sulf obernsteinsaure-bis- 
alkylestern, z.B. das Natritunsalz des Sulf obemsteinsaure-bis- 
2-a thylhexy 1 ester. 

FUr die EinhUllung lipophiler V^irkstoffe hat sich eine 
solubilisierte Mischung aus Tween 80, d.h. Polyoxiathylensorbi- 
tarunonooleat, in beispielsweise Athyloleat, Paraffin, Rizinusol 
Oder anderen Fettsauree stern mit Acrylsaurederivaten als Mono- 
mere, vorzugsweise Acrylsaure oder Acrylsauremethylester sowie 
gegebenenf alls audi mifc Vinylderivaten in vv.asser bewahrt. 

Die Polymerisation der Monomeren erfolgt nach an sich be- 
kannten Methc^5(^?,*^^(ii Zusatz von Katalysatoren oder Polymerisa- 
tionsinitiatoren , durch Be strahlung oder durch Kombination 
chemi sober .mit physikalischen Methoden, wie sie. z.B. in den 
amerikanischen Patentsohrif ten Nr. 2 •875*047, 2 •880 •152 imd 
2»880M53'Und der deutschen Patentsohrif t Nr. 1 » 081 '228 beschrie- 
ben sind. 

Bei der V/ahl des Polymerisationsverf ahrens und besonders bei 
der Dosierung'der entsprechenden MaBnahmen muB jedoch Rucksicht 
auf das einzuschlieflende Material genommen werden. Dieses darf 
durch das angewandte Verfahren nicht in nennenswertem AusmaB ge- 
schadigt werden. Zu diesem Zwecke sind im Einzelfalle gewisse 
Anpassiongen des Verfahrens vorzunehmen. So ist zu berucksichtigen, 
dafl biologisches Material, wie beispielsweise Antigene, aus emp- 
findlichen Proteiiien bestehen, welche beim Erhitzen Uber 55^C, 
bei einem pH von weniger als 2,5 oder durch die Einwirkung von 
Oxydationsmitteln, aus denen die Ublichen Polymerisationskataly- 
satoren bestehen, zerstort werden kann. 

Es wurde weiterhin festgestellt, dafi in diesen Fallen eine 
nur minimale Schadigung der Proteine eintritt, wenri die Poly- 
merisation, wahlweise nach einem der folgenden Verfahren 
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durchgefuhrt wird. Eine geelgnete Method 1st die Y-^Be- 
strahlung, z. B. mit einer ^°Co-Quelle, wobei gewShnlich 
0,3 Grad genugen. Hierbei kann im Falle von nicht oxydations- 
empfindlichem Material auch ein wasserieslicher Radikalbild- 
ner, wle z. B. ein Persulfat, als Polymerisationskatalysator 
verwendet warden. Dann fuhrt Bestrahlung mit sichtbarem Licht 
zur Polymerisation, z. B. -300 Watt Gliihlampe wahrend ca. 7 
Stunden und Riboflavinzusatz (ca. 0,01 %) als Sensibiliaator, 
xmd gegebenenfalls Kaliumpersulfat-Zusatz ist geeignet. im 
Falle der uv. Strahlenvertraglichkeit kann auch mit ultra- 
violet'tem Licht polymerisiert werden; hier wirkt solu- 
bilisiertes Protein sogar beschleimigend auf die Polymerisa- 
tionszeit. Die Dauer der UV-Bestrahliong mit 70 Watt Tauchlampe 
bei vorwiegender Wellenlange i 366nin betrMgt ca. 45 Minuten bei 
Anwesenheit von Protein, sonst ca. 3 Stimden. Alle diese Poly- 
meria at ionsarten verlafgen eine StickstoffatmosphSre und kSnnen 
bei 30° - 5° und bei wShlbarem pH durchgefOhrt werden. 

Nach' erfolgter Polymerisation kann die Flussigkeit der hydro- 
phoben Phase durch Destination im Vakuum entfemt werden, falls 
sich die Anwesenheit dieser bei der weiteren Aufarbeitung als 
nachteilig erweisen sollte, Es bildet sich ein Azeotrop aus der 
verwendeten hydrophoben FlUssigkeit, z.B. aus n-Hexan und Wasser, 
welches eine sehr schonende Destination bei Ratuntemperatur oder 
;3e nach Vakuum sogar schon bei 0°C erlaubt. Die Gewinniang der 
Mizellkapseln mit eingeschlossenem aktivem Material erfolgt bei 
nicht empfindlichem Wirkstoff gewohnlich direkt durch AusfSllen 
mit organischen, mit V/asser mischbaren LSsungsmitteln, v/ie z.B. 
Methanol und anschlieBende Ultrafiltration oder Filtration uber 
Membranf liter und, falls ervainscht, Vakuumtrockung des Filter- 
riickstandes. Altemativ ist . die Abtreimung des Produktes auch 
durch Zentrifugation moglich. 
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Bei Anwesenheit von beispielsweise labilen Proteinen wird 
mit wasserigem Methanol (40% V/V) in der Kalte ausgefallt und 
mittels Membranf ilter eine Ultrafiltration unter Uberdruck durch- 
gefuhrt. Gegen Ende der Filtration - nach volliger Entfemimg der 
Emulgatoren, der hydxphoben Phase und des groBten Toils der 
methanolischen Losung wird der Filterriickstand mit Wasser auf 
einen Methanol-Gehalt von ca. 5% verdunnt und arlschliefiend 
lyophi li s i e r t . 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens liegen vor- 
wiegend darin, daB gegenuber bekannten Verf ahren. ein Produkt er- 
halten wird, welches Kapseln mit uxn das 100- bis lO^OOOfach klei- 
neren TeilchengroBe atifweist. Das Produkt zeigt engste Teilchen- 
durchmesserverteilung und ergibt elektronenmikroskopisch das 
Bild einer Anhaufung von homogenen, kugeligen, annahernd gleich 
groBen Kunststoffpartikeln. Der Durchmesser der p olymer en Te li- 
chen (fiir das Elektron-Scanning-Verf ahren mit Gold bedampft) 
liegt durchschnittlich bei 800 A (80 nm), wie die scanning photos 
zeigen. Die ixntere Teilchendurchmessergrenze betragt 350 — 200 A 
(30 - 20 nm) , wie eine Testfiltration mittels Membranf liter: 
Typ Sartorius SM 11530, Membranf ilter GmbH. , 34 Gottingen, 
mittlerer Porendurchmesser 350 - 200 K gezeigt hat. Die Teilchen 
bestehen aus dem Polymergerust , welches die V/irkstoffe mechanisch 
xomhullt und/oder adsorptiv zuriiokhalt, wobei man - je nach Polari- 
tat, Dielektrizitatskonstante und sterischen Gegebenheiten der 
Reaktionspartner - einen mehr oder weniger schalenformigen Auf- 
bau des Polymergeriists oder aber gefiillte, aber porose Teilchen 
erhalt* Wegen der extrem kleinen Dimensionen der Teilchen sind 
die erhaltenen X'lizellkapseln mit dem eingeschlossenen und adspr- 
bierten aktiven Material in Wasiser kolloidloslich. Dies eroffnet 
ganz neue Anwendungsmoglichkeiten von therapeutischen V/irkstof f en. 
Insbesondere erlaubt diesfe Methode die gefahrlose parenterale 
Verabrei Chung, inklusive unter Umstanden der intravenosen 
Injektion, von biologisch und pharmakodynamisch aktivem Material, 
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wobei je nach V/ahl der Mengenverhaltnisse zwischen Tragerstoff 
und aktivem Material, ein mehr oder weniger groBer Teil des 
aktiven Materials in der Netzstruktur der polymerisierten 
Mizellen mehr oder weniger stark eingeschlossen und adsorbiert 
ist Oder auch teilweise frei und sogleich wirksam vorliegen kann. 
Damit ist eine gesteuerte Langzeittherapie mit nur einer einzi- 
gen Appllkation ermoglicht, wobei der Organismus immer nur mit 
einem Minimum von biologisch oder pharmakodynainisch aktivem Pro- 
dukt belastet wird. AuI3erdem kann unter gewissen Bedingungen das 
netz^rtig umhullte Material auch direkt zur V/irkung gelangen; 
dies gilt besonders bei Antigenen. Auf diese V/eise kann ganz be- 
sonders bei Impf stoff en eine .optimale Adjuvans-Wirkung erzielt 
werden. Dem Organismus wird liber sehr lange Zeit eine aufierst 
geringe Menge von Antigenen angeboten, wodurch das retikuloen- 
dotheliale System standig zur Antikorperbildung anger egt wird. 
Daraus resultiert ein stabiler hoher Antikorpertiter und im ,Snd- 
effekt eine langanhaltende Immunitat^ 

Nicht jedes beliebige aktive Material - Protein, Pharmakon, 
Schadlingsbekampfungsmittel, Fertilizer, Farbstoff - ist fur die 
Einbettung in die erf indungsgemafl erhaltenen Mizellnetzstrulctu- 
ren in gleicher V/eise geeignet* Voraussetzung sind jeweils eine 
bestimmte HolekulargroBe und insbesondere die Faliigkeit, min- 
destens kolloide, wasserige oder olige Losungen bilden zu konnen, 
da bei der Herstellting die Einbettung in die Mikrokapseln er- 
folgt, wenn die Wirkstoffe sich in den' Mizellen befinden. Gut 
eignen sich mindestens noch kolloid wasserlosliche oder ollos- 
liche Stoffe-mit Molekulargewichten bis zu ca. 150»000. 

In vitro konnte fur den Fall von radioaktiv markiertem 



Human-Gammaglobulin in Mizellkapseln uber einen Zeitraum von 
50 Tagen in einer bewegten Phosphatpuf f erldsung bei 37^C eine 
von Beginn der Messung an unveranderte Freigabe von nur ca., 205^ 
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des Gammaglobulins beobachtet werden, was zeigt, daB der grofite 
Tell des Wirkstoffs gut eingekapselt worden ist. 

Andererseits zeigen Resultate mit Gammaglobulin in Immuni- 
sierungsversucli in vivo an Meerschweinchen,. dafi sehr bald hoh.e 
und relativ lang andauernde Antikorpertiter erhalten warden. 

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse von VergleichS' 
versuchen mit herkommlichem Aluminiumoxid-Adjuvans (Tabelle 1) 
und mit Freund'schem komplettem Adjuvans (Tabelle 2) gezeigt 
unter Verwendung von Hioman-Gammaglobulin. Die Tabelle 3 zeigt 
Antitoxin Titer, wie sie nach Immunisierung von Meerschweinchen 
mit verschiedenen Tetanus-Toxoid Praparaten erzielt wurden. 



TABELLEN 
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Im folgenden wird die Erfindung an Hand einiger 
Ausfuhrungsbeispiele nSher erlautert; diese gliedern sich 
in die 3 Arbeitsgange: a) Solubilisierung, b) Polymerisation, 
und c) Isolierung und Reinigung. 



Beisplel 1 

a) 12,0 g Sulfobemsteinsaure-bis-2~athyl-hexylester als 
Natriumsalz (Aerosol OT^) und 6,0 g Polyoxiathylen(4)- 
laurylather mit durchschnittlich 4 Aethylenoxid in der 
Kette (Tensid LA-55~4, der Fa. Hefti AG, Zurich) werden 
gelost in 20,0 g n-Hexan; die Losung wird keimfiltriert. 
Unter Rtihren gibt man - im folgenden unter sterilen Be-' 
dingungen - 10,0 g wasserige Toxoid-Losung (Diphterie- 
Oder Tetanus-Toxoid mit 100 Lf/ml) hinzu, darauf achtend, 
dafl bei langsamer Zugabe und stetem Ruhren eine klare 
Losung erhalten bleibt. Nach Einbringen von weiteren 
20,0 g n-Hexan werden die Monomeren eingeruhrt und zwar: 
0,250 g N,N'-Methylen-bis-acrylainid und 2,000 g Acrylamid. 
Bei vollstandiger Losung der kristallinen Bestandteile wird 
dann mit n-Hexan auf ein Gesamtgewicht von 110,0 g ergSnzt. 

b) Die Losung wird mit Stickstoff uberschichtet, dicht ver- 
schlossen und bei etwa 20 - 30°C kontinuierlich den 
Strahlen einer Kobalt-GO-Quelle ausgesetzt. Zur Polymeri- 
sation genUgt eine Dosis von 0,3 Hrad. Das Ende der 
Polymerisation, d,h. das Verschwinden der Monomeren, kann 
mit einer acidimetrischen Farbtitrationsraethode zur Be- 
stimmung von^, P -ungesSttigten Verbindungen mittels 
Reaktion mit Morpholin geprUft werden (F.E. Critchf ield', 
G.L. Funk, J.B. Johnsoni Analyt. Chem. 28, 76-79, 1956). 
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c) Nach erfolgter Polymerisation wird die hydropholDe Phase, 

h. das n-Hexan, durdi schonende Destination bei Zimmer- 
temperatur iind Wasserstrahlvakuum entfernt. Die zuinlckblei- 
bende konzentrierte , wasserige Losxahg von Produkt iind Tensid 
wird durch Ultrafiltration mit dest. Wasser (Membran: 
Amicon PM 30)-und Stickstof f-Uberdruck (ca. 2-4 atm) von 
Tensiden gereinigt. Man erhalt eine kolloide wassrige 
Losxing des Produktes, welches lyophilisiert wird. 

Beispiel 2 

a) 12,0 g Aerosol OT® und 6,0 g LA-55-4\werden klar gelost 
in 80,0 g n-Hexan, 5,0 g dest, Wasser darin tropfenweise 
solubilisiert und die kristallinen Monomeren 0,250 g 
N,N* -Methyl en- bis-acrylamid und 2,000 g Acrylamid zur LQ- 
sung gebracht. Die LSsxong wird keimf iltriert. Tropfenweise 
fiigt man, xmter sterilen Bedingungen, 5,0 g Tetanus-Toxid- 
Losnng mit 3 MOO Lf/ml hinzu. 

b) Die Polymerisation wurde, wie im Beispiel 1 beschrieben, 
durch / -Bestrahlung durchgefuhrt. 

c) Nach erfolgter Polymerisation kann das polymere Produkt mit 
eingeschlossenem Antigen schonend bei -5^C mit 4096igem 
wasserigem Methanol ausgef^llt werden, AnschlieBende Zentri- 
fugation oder Ultrafiltration bei -5^C befreit von den 
Tensiden, Lyophilisation (Methanolgehalt vorzugsweise mit 
Wasser unter 5 % eingestellt) oder Ultrafiltration mit 
Wasser entfernt andere Los\mgsmittel und ergibt das ge- 
wUnschte Produkt. 

Beispiel 3 

a) 45,0 g Aerosol OT®und 25,0 g LA-55-4 werden gelost in 
215,0 g n-Hexan, In folgender Reihenfolge w^erden weiter 
eihgebracht und klar gelost: 2,5 g Aethanol, 2,5 g Methanol,. 
40,0 g dest. Wasser, 1,000 g N,N»-Methylen-bis-acrylamid 
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und 8,000 g Acrylamid. Die solubilisierte Mischxong wird 
keimfiltriert, das Gewicht mit n-Hexan auf 540,0 g ge- 
Isracht, Uriter Ruhren \md im folgenden sterilen Bedingungen 
werden dann 10,0 g einer Human-Gammaglobulin-L^stang (aggre- 
gatfrei in Tris-HCl + NaCl 0,100 g; :ca. 1,496 Hxamah IgG) 
tropfenweise solubilisiert. 

b) Die Polymerisation wurde, wie im Beispiel 1 beschrieben, 
durch /-Bestrahlimg durchgefiihrt. - 

c) Die Isolierung der Mizellkapseln kann entsprechend Beispiel 
1 Oder Beispiel 2 erfolgen* 

Beispiel 4 

a) 12,0 g Aerosol OT®urid 6,0 g LA-55-4 werden gelost in 
80,0 n-Hexan, unter Ruhren langsam 35,0 g dest* Wasser 
solubilisiert und die kristallinen Mpnomeren 0,500 g 
N,N»-Methylen-bis aqrylamid tihd 4,000 g Acrylamid darin 
zur Losxang gebracht. Die Losung wird keimfiltriert und 
0,300 g Urease (lyophilisiertes Produkt, wasserloslich, 
"Merck") mizellar gelost « 

b) Die erhaltene Losung wird im zylinderformigen Reaktionsge- 
faB unter Ruhren und Temperaturkonstanz von 35 ~ 5^C und 
standig durch die Losung perlendem Stickstoff strom von 
inhen durch eine Ultraviolett-Eintauchlampe (Quarzbrenner, 
70 W) 45 Minuten lang bestrahlt bis zum Verschwinden der 
Monomer en* 

c) Nach erfolgter Polymerisation wird die LSsiing im Ober- 
schuB mit Methanol nicht unter 80% Alkoholgehalt versetzt. 
Das Produkt fSllt aus und kann abzentrifugiert oder unter 
Druck abfiltriert und gewaschen werden, 

- 20 - 
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Bjeigglel 5 

a) Zu einer Losung Vori 5,0 g Toluol, 50 ing Mathyl^p-^ttitFo-^. 
phenyl-mdilothiopho^phat xmd 10^0 g F^dlydxyathylen^so^^ 
mono-oleat (Tween 60) wurde uiiter RuMr*erl 50 g-WaSser hxn- 
zugefugt. In dies^ LSsung weirden 1*5 ^ AeryisaUr*e-aeft1lyl ester 
eingeruhrt. 

b) In die LosUng werden in eiriera zyllflderfSfinlgen^ therffiSsta- 
tisierbaren, doppelwaildigen fleaktidnsgef^B atis Pyt'&:st^01SLS 
(lichte V/eite 6 cm) Unter Ruhreri 0,2 nig Riboflavin 5*-Katr±vim- 
phbsphat und 0,2 ing K2S20g gelost, Uiiter bestandigem Ruhren 
und Tempera turkonstanz von 35 — 5^C Uiid standig duroh die 
Losving perlendem Stickstof f strom wird die Li>sUrig vdri auSen 
auf mittlerer Hohe der Flussigkeitssaule im Abstand vdh 

15 cm mit einer Gluhbirhe Osram (300 .v/) 7 Stiinden Ising be- 
strahlt bis zum VersGhwinden der Mondmeren^ 

c) Die Isolierung der Mizellkapseln mit dem ijisektiziden Wirk- 
stoff wurde g^raafl Beispiel 4 vof*gendimdeii. 
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P a t e n t a n s p r il c h e 



1 . Mikrokapseln aus polymerem Material mit eingeschlosserien 
und/oder adsorbierten V/irkstof f en, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB die Kapseln einen Durchmesser von mizel- 
larer GroBenordnung von 20 - 200 Nanometer aufweisen und in 
Wasser kolloidal loslich sind. 

2. Mikropkapseln nach Anspruoh 1, dadurch g. e k e n n - 
zeichnet, dafi das polymere Material porose Struktur 
aufweist. 

3. Mikrokapseln nach Anspruoh 1 Oder 2, dadxarch g e k e n n - 
zeichnet , daB das polymere Material ein Gel, vorzugs- 
weise aus polymer is iert em Acrylamid, N,N» -raethylen-bis-acryl- 

amid, aus. Acrylsaure, und/oder deren Deri vat en ist. 

4. Mikrokapseln nach Anspruoh 1 bis 3, dadurch g e - 
kennzeichnet , daB der mittlere Kapseldurchmesser 
lonter 80 Nanometer betragt, 

■ 5. Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln nach Anspruch 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) grenzflachenaktive Hilfsstoffe mit Emulgatorwirkung in 
^ einer hydrophoben Oder hydrophilen Flussigkeit lost, urn innere 
. .o mizellare Reaktionsraume zu bilden, dann 

CO ^ - * 

00 b) zu der Hilfsstof f losung im Falle der Verwendung einer hydro- 
^ phoben Flussigkeit als auflere Phase Wasser und den einzuschlie- 
^ flenden Wirkstoff bzw. eine wasserige LQsung des V/irkstoffs 
€0 Oder im Falle der hydrophilen Flussigkeit als auBere Phase 
^ ein hydrophobes Losungsmittel und den Wirkstoff bzw. die Lo- 

■ sung des Wirks toffs unter Ruhren hinzufugt und so riihrt, daS die 
Teilchengrofle der diskontlnuierlichen Phase unter 200 Nanometer 
betragt, 
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worauf man 

c) die in den Mizellinneren loslichen Monomeren unter 
Rlihren eintragt, 

d) die mizellar gelosten Monomeren in an sich bekannter 
Weise gegebenenfalls mit Hilf e von Initiatoren oder Ka- 
talysatoren polymerisiert und dann 

e) die erhaltenen Mikrokapseln mit dem eingeschlossenen 
und adsorbxerten Wirkstoff durch Ultrafiltration oder Zen- 
trifugieren isoliert,nachdem gegebenenfalls der Hauptteil der 
hydrophoben PlUssigkeit durch Destination im Vakuum ent- 
fernt und/oder die Mikrokapseln durch Zusatz von organischen 
LosTingsmitteln bzw. durch Salzzugabe ausgefullt wurden. 

6, ' Abwandlung des Verfahrens nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet , dafl man zuriachst Monomere mit 
Losungsmittel allein in die Hilf sstofflosung der hydrophilen 
Oder hydrophoben Flussigkeit einriihrt und dann zu dieser 
solubilisierten Losung eine Losung des Wirkstoffs hinzufugt, 
worauf man die Polymerisierung durchfiihrt und die Mikrokapseln 
isoliert. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da6 man als Monomers Acrylamid, N,M*-Methy- 
len-bis-acrylamid, Acrylsaure oder Acrylsauremethylester ver- 
wendet . 

8, Verfahren nach Anspruch 5 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man als hydrophobe FlUssigkeit N-Alkane, 
welche im Vakuiam bei Temperaturen unter O^C sieden, vorzugs- 
weise N-Hexan oder N-Heptan verwendet. 

9. Verfahren nach Anspruch 5 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet , dafl manuals hydrophobe Flussigkeit Paraffin- 
Xthyloleat, Rizinusol oder andere pflanzliche Ole verwendet. 
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